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モノクローナル抗体によるラット中枢神経系における
酸性線維芽細胞成長因子含有神経の免疫組織化学的検索
郭　力達
滋賀医科大学　分子神経生物学研究センター分子神経形態学部門
Immunohistochemical localization of aFGF in the central nervous
system of the rat using a specific monoclonal antibody
Li-Da Guo
Division of Neuroanatomy Institute of Molecular Neurobiology Shiga University of Medical Science
Abstracts: In order to produce a monoclonal antibody against acidic fibroblast growth factor
which is contained specifically in brain neurons, an immunohistochemical examination was
combined for the selection and screening of monoclonal antibodies. A clone, Mab676, has been
successfully obtained by immunizing a mouse with a recombinant human acidic fibroblast growth
factor(1-140). Western blot analysis indicated that Mab676 recognized not only the recombinant
preparation of about 15.5 kDa, but also a single band of about 17 kDa in rat tissue extracts of
both brain and spinal cord. This size in the rat tissues corresponds well with the known sized-
154)of native molecules of this factor in both human and rat. When applied to immunohisto-
chemistry in rat brain, Mab676 gave many positive neuronal structures in various brain regions,
mostly confirming the results of previous studies using polyclonal antibodies. The present result
further demonstrated positive neurons and their processes in the olfactory bulb, cerebral parietal
and temporal cortices, medial amygdaloid nucleus, hypothalamic supramammillary nucleus and
inferior olivary nucleus. Future studies, including the determination of the epitope of Mab676,
will give us a clue for understanding neurotrophic roles of this factor in the brain.
Key的fands: acidic fibroblast growth factor, brain言mmunohistochemistry, Western blot, mono-
clonal antibody
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緒　　　言
線維芽細胞成長因子(FGF)は化学構造および生
理活性の面において近縁関係にあるポリペプチド・
ファミリーの総称で、主として中腰葉起源の組織に
おいて細胞分裂・血管新生・化学遊走誘導・細胞分
化などの生理活性をもつことが知られてい
る5)9)10)12)15)酸性線維芽細胞成長因子(aFGF)およ
び塩基性線維芽細胞成長因子の両者はFGFファミ
リーのなかでも最初に分離・同定され、アミノ酸配
列上で55%の相同性をもち、ヘパリン親和性や共通
の細胞表面受容体との結合能が類似している1)ll)16)。
最近になって、これら両FGFには強力な神経栄養
活性があることが見出された。たとえば、胎児大脳
皮質ニューロンの増殖・分化能をもつこと、培養系
で海馬・大脳皮質・脊髄ニューロンの生存期間を延
長すること、などである20)。こういった神経栄養作用
には、両FGFの間で組織特異性がみられ、網膜神経
節細胞の神経突起に対する成長促進能を示すのは
aFGFのみである4)。 aFGFのmRNA発現がinsitu
ハイブリダイゼ-ション法により幼君および成熟ラ
ット脳で証明されている2)。塩基性線維芽細胞成長
因子に比べ、 aFGFは脳内分布様式が狭い領域に限
定されている3)。これまでの免疫組織化学的な研究
によって、 aFGF免疫陽性反応は脳幹の感覚および
運動神経細胞、中枢神経系の特定の神経核、脳室壁
の上衣細胞やタニサイト、および少数のグリア細胞
に局在すると報告されているが、まだ一定の見解に
達していないのが現状である8)18)19)。これら免疫組織
化学による研究結果の相違は、おそらく異なる抗体
(とくにポリクローナル抗体)を用いたためと思わ
れるが、ポリクローナル抗体では化学構造の類似し
たFGFファミリーに属する他の因子との免疫交叉
反応の可能性を否定することはできない。本研究で
は、神経細胞に局在するaFGFを認識できるモノク
ローナル抗体の作製を行い、これを用いて免疫組織
化学的にラット中枢神経系の細胞分布様式を検索し
m
方法と材料
神経内在性aFGFに対するモノクローナル抗体の
作製
ヒトのリコンビナントaFGF(aFGF 1-140、和光
純薬:武田製薬の五十嵐博士グループ調製品)を免
疫抗原の出発材料とした。まず、 aFGF標晶(500/∠g)
を水冷下に50㌦の0.5%グルタルアルデヒド水溶液
に溶解し、撹拝しながら1時間ポリマー結合反応を
行い、水冷トリス塩酸緩衝液(200mM、 pH8.0)100
〟ゼを加え反応を終了させた。これを抗原として、雌
性マウス(Balb/C) 3匹に投与した。マウス1匹あ
たり2週毎に抗原10〟g(0.1ml)をフロインドの完全
(初回のみ)または不完全(残り8回)アジュバン
トに乳磨化して皮下注射した。抗原投与の4日後に
採血し、血清の抗体価を抗原に対するスポットテス
トおよびラット脳幹のクリオスタット切片を用いた
免疫組織化学染色で検定した。最終免疫後に最も高
力価をあげたマウスの腹腔内に抗原を注射し、 3日
後に牌臓を摘出、マウスのミエローマ細胞株(P3Ul)
とポ7)エチレングリコールを用いて糸田胞融合した.
得られたハイブリドーマを2週間HAT培養液で培
養し、陽性クローンの選定を行った。この選定も、
上述と同様にスポットテストおよび免疫組織化学染
色で行った。第1回スクリーニングで選定したクロ
ーンを限界希釈法を用いて再クローニングした。ス
ポットテストおよび免疫組織化学染色の両検定法で
最も成績の良かったクローンを再びクローニングし、
単クローンになったことを確認後、このクローン
(Mab676)を液体窒素にて凍結保存するとともに、
約1千万個の単クローン化ハイブリドーマを6匹の
新たなマウス腹腔内に注射し、 2週後に腹水抗体を
採取し、 -80-Cで凍結保存した。
ウェスタンプロット解析
雄性成熟ウイスター系ラット(体重200-300g)の
新鮮脳および脊髄組織を採取し、トリス塩酸緩衝液
QOmM pH 7.4)に1mMエチレンジアミン4酢
酸、フェニルメチルスルフォン化フッ素(100!`g/
ml)、ロイペプチン(1/lg/ml)、ペブスタチン(1/`g/
ml)、アプロチニン(1/lg/ml)を溶解した混液でホモ
ジナイズした。次いで、 9000gで20分間4oCにて遠
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心分離した。上清を粗精製の細胞質可溶性分画とし
て、リコンビナントaFGFおよび抗原調整品ととも
に、非還元ドデシル硫酸ナトリウム/ポリアクリル
アミド(15%)ゲル電気泳動にかけ、ポリビニリデ
ン・ジフルオリド膜(Immobilon-P,日本ミリポア
社)に転写した。この膜を室温にて30分間5%脱脂
乳を含む20%ツイ-ン20加トリス塩酸緩衝生食液
(TBST)中で前処置し、aFGFモノクローナル抗体
Mab676 ( 1 %脱脂乳を含むTBSTで1万倍希釈)
と4-Cl晩反応させた　TBSTで洗浄後、膜を室温
にて2時間アルカリ性フオスフアタ-ゼ標識抗マウ
スIgGUl脱脂乳を含むTBSTで3千倍希釈、米
国BRL社)と反応させた。標識酵素活性はニトロブ
ルー・テトラゾリウム(0.33mg/ml、米国BRL
社)、 5-プロモー4-塩化-3-インドリル-リン酸(0.165
tng/ml、米国BRL社)、0.1M塩化ナトリウムおよび
50mM塩化マグネシウムを溶解したトリス塩酸緩
衝液(pH9.5)で発色させ可視化した。
免疫組織化学のための組織調製
雄性成熟ウイスター系ラット(体重200-250g) 3
匹を用いた。ベントバルビタール深麻酔(80mg/kg)
下に、動物を上行大動脈からIOmMリン酸緩衝生食
液(pH7.4)で右心房耳を流失口として潅流し、引き
続き4%パラホルムアルデヒド、0.2%ピクリン酸お
よび4%グルタルアルデヒドを含む水冷0.1Mリン
酸緩衝固定液(pH7.4)を潅流した。脳および脊髄を
速やかに摘出し、冠状断5-7i　厚の組織塊に切り
分けた。組織塊を更に1-2日間、 4%パラホルム
アルデヒドおよび0.2%ピクリン酸を含む0.1Mリ
ン酸緩衝液(pH7.4)に4oCで浸漬固定した。固定終
了後、組織塊を15%蕉糖を含む0.1Mリン酸緩衝液
(pH7.4)に移し、 2日間かけて数回の液交換を行っ
た。組織塊をドライアイスで凍結し、クリオスタッ
トで作製した厚さ20!∠mの冠状断切片を0.3%トリ
トンX-100を含む0.1Mリン酸緩衝液(pH7.4、
PBST)に4。Cにて浮遊し、少なくとも4日間かけて
液交換しながら洗浄した。
免疫組織化学の染色法
浮遊切片をaFGFモノクローナル抗体
Mab676(PBSTで1万倍希釈)と4oCで3日間、ビ
オチン化抗マウスIgG (PBSTで1千倍希釈、米国
VectorLab社)と室温で1時間、アピジン-ビオチ
ン複合体(PBSTで4千倍希釈、米国Vector Lab
社)と室温で1時間、さらに0.02%　3,3-ジアミノ
ベンジジン、 0.3%　硫安ニッケルおよび0.0045%
過酸化水素を含む50mMトリス塩酸緩衝液
(pH7.6)と室温で5分間、それぞれ反応し発色させ
た。
免疫スポットテスト
ゼラチン処理したセルロースアセテート膜に1
〃1の試料をスポットし、 80-Cの恒温器内でパラホル
ムアルデヒド蒸気で固定、 IOmMリン酸緩衝生食液
(pH7.4)で洗浄後、免疫受動中の抗血清( 1万倍希
釈)ないしモノクローナル抗体精製途上の細胞培養
液の上清(10倍希釈)と室温で2時間反応させ、上
述した免疫組織化学の染色法に従って発色させた。
結　　　果
aFGFモノクローナル抗体Mab676の特異性
本研究で得られたモノクローナル抗体によるウェ
スタンプロットの結果、リコンビナントヒトaFGF
標晶では15.5kDaの単一バンドが検出されたが、こ
の標晶をグルタルアルデヒドで処理した抗原物質で
は、強く反応する15.5kDaのバンドに加え、やや薄
く染色される31kDaおよび46.5kDaの合計3バン
ドが認められた。一方、脳および脊髄の可溶性分画
では、ともに約17kDaの単一バンドだけが検出され
た(図1A)。このウェスタンプロットにおけるモノ
クローナル抗体の特異性を調べるために、予めモノ
クローナル抗体をリコンビナントヒトaFGF標晶
(10JJg/ml)と混合し1晩反応させ、吸収効果を調べ
たところ、上記と同様のウェスタンプロット実験で
は、陽性反応は全く検出されなかった(図1B)。
ラット脳・脊髄におけるaFGF免疫陽性構造の分布
様式
脳と脊髄の広い領域にかけて、 aFGFモノクロー
ナル抗体Mab676抗体で陽性に染まる神経細胞体と
その樹状突起、さらに神経軸索および神経終末が分
布するのが認められた。また、第三脳室壁や中脳水
道壁の上衣細胞の一部も陽性に染まった。しかし、
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図1　aFGFモノクローナル抗体(Mab676)を
用いたウェスタンプロット
仏) aFGFモノクローナル抗体(1万倍希
釈、室温、 12時間)を使用
(B)リコンビナントヒトaFGF(lOug/
ml)で吸収したaFGFノクローナル抗
体を使用
1 :分子量マーク蛋白; 2と6 :リコン
ビナントヒトaFGF (200ng); 3と
7 :免疫抗原(200ng); 4と8 :ラッ
ト脳ホモジナイズ(100/lg) ; sと9 :
ラット脊髄ホモジナイズ(100/lg)0
グリア細胞やタニサイトは全く染まらなかった。こ
れらのaFGF免疫陽性構造は、ウェスタンプロット
法の検定実験で用いた吸収モノクローナル抗体では、
全く検出されなかった。
脳において、よく染まるaFGF含有神経細胞体を
密に含む好例の一つは中脳被蓋における動眼神経核
(図2A)である。強拡大では(図2B)、陽性反応
は神経細胞の細胞質全体に濃厚に詰まっており、そ
の樹状突起も明瞭に観察され、またニューロピルに
は突起の遠位端が微細な点状構造として分布してい
た。また、図には示さなかったが、中脳被蓋の腹側
部を走行し脳から流出する動眼神経根も強く染まる
ので容易に同定できた。嘆球では、やや小型の陽性
神経細胞体が散在性に分布していた(図2 C)C　強拡
大では(図2 D)、陽性細胞体とその突起ならびに細
い神経線経が外網状層および僧帽細胞層に認められ
た。このうち、外網状層の細胞体の一部はやや大型
で弱く染まる僧帽細胞の変位であり、残りの一部は
さらに小型で強く染まる房飾細胞であると思われた。
力　達
大脳皮質では、内側の帯状束の皮質内投射に添って
放射状に分布する紡錘型の小型細胞が観察された
(図2E, F)c　したがって、これら陽性神経細胞は
最内側の移行皮質である帯状回から外側の新皮質に
かけて分布するものといえる。このグループに属す
る陽性細胞の吻尾側方向における分布様式を調べた
ところ、吻側の脳梁膝レベルで最も高密度であり、
次いで前頭極に高く、尾側に向かうにつれて陽性細
胞数が漸減することが認められた。その他の新皮質
領域すなわち、前頭葉、頭頂葉、側頭葉、後頭葉で
はよく似た分布様式で、やや小型でその長軸を皮質
層に垂直に向けた紡錘形細胞が散在性に観察された。
視床下部では、その諸核の多くに陽性細胞が多かれ
少なかれ分布していたが、とくに外側野(図2G,
H)では中型から大型の神経細胞が浪染し樹状突起
および神経軸索と思われる細い線経が豊富に検出さ
れた。海馬では、少数の小型で紡錘形の陽性神経細
胞が主としてCAlからCA3の錐体細胞層に混入お
よび多形細胞層に認められたが(図2 I)、その形態
学的特徴からは、どのタイプの細胞に属するかの同
定は困難であった。新線条体では(図2 J)、無麻の
樹状突起をもつ大型細胞が明瞭に染まり、若干の神
経線経も観察されたo脊髄では、頚髄から仙髄に至
るまでほぼ同様の染色様式が見られ、前角では運動
神経細胞とその樹状突起、さらには前根を形成する
神経束が強陽性であった(図2K)C
考　　　察
aFGFモノクローナル抗体Mab676の抗原認識特性
本研究で作成したaFGFモノクローナル抗体
Mab676は、抗原の出発材料として分子量約15.5kD
のリコンビナントヒトaFGF(1-140)を用いて得ら
れたものである。このリコンビナント蛋白が作成さ
れた1990年以降における研究により、人体に生理的
に存在する野生型aFGFはN末端にさらに14アミ
ノ酸配列のペプチドが加わった(1-154)もので、そ
の分子畳は約17.4kDaであると明らかにさた4)6)。こ
のヒトaFGF(1-154)はげっ歯類(ラットとマウス
は完全に一致)のそれと同じ長さをもち、そのアミ
ノ酸配列も95%の相同性をもつことも解明されてい
る6)。この事実は、今回のウェスタンプロット解析の
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Fig.4a-c,a'-c'　　　ラット脳(A- J)および脊髄(K)におけるaFGF免疫組織化学。
仏)中脳におけるaFGF免疫組織化学O動眼神経核にaFGF陽性構造物を認
める(矢頭　(B)動眼神経核の強拡大　aFGF免疫反応は神経細胞体および
その突起に局在している(C)喚球におけるaFGF免疫組織化学(D)嘆球僧
帽細胞層の強拡大。小型のaFGF陽性細胞が認められる。 (E)大脳皮質(前
頭葉)におけるaFGF免疫組織化学(F)大脳皮質の強拡大。紡錘型の小型
細胞にaFGF免疫反応が局在している(G)視床下部におけるaFGF免疫組
織化学o(印視床下部外側野の強拡大。中型から大型の神経細胞とその突起に
aFGF免疫反応を認める(I)海馬錐体細胞層に分布するaFGF陽性細胞O
(J)新線条体におけるaFGF免疫組織化学。樹状突起をもつ大型細胞に
aFGF免疫反応を認める。 ㈲脊髄前角におけるaFGF免疫組織化学。前角
の運動神経細胞とその樹状突起にaFGF免疫活性を認める　Bar-400^m
(A.C.EとG);Bar-50ォm (B,D,F,H,I,JとK)
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郡結果とよく一致するものである。すなわち、リコン
ビナントヒトaFGF (1-140)で約15.5kDの単一バ
ンドと反応するのは当然として、 aFGF重合反応の
ために用いたグルタルアルデヒド処置した抗原標晶
では、 aFGF単量体に相当する15.5kDバンドに加
え、二量体および三量体に相当する31kDaおよび
46.5kDaの2バンドをそれぞれ検出することができ
た0 -方、ラットの脳および脊髄の粗精製標晶では、
約17kDaの単一バンドが検出し得た。以上の結果か
ら、モノクローナル抗体Mab676は、ラットの野生型
aFGF (1-154)を特異的に認識するものと考えられ
る。
今回のモノクローナル抗体の作成で採用したスク
リーニング法の特色は、通常の抗体価検定に用いら
れるスポットテストに加え、ラット脳切片を用いて
神経細胞に限局するaFGFを検出できるポリクロ
ーナル抗血清およびモノクローナル抗体の選定法を
採用した点にある。その結果、神経細胞および一部
の上衣細胞に含有されるaFGFの検出が可能とな
ったが、グリア細胞にも含有されると報告されてい
るaFGFは全く検出できなかった。ラット中枢神経
系においては、 aFGFのmRNAおよびそのタンパ
ク産物のサブタイプについてはこれまで報告がなく、
おそらく単一のaFGF分子が脳や脊髄に存在する
ものと考えられている。もし、これが事実であるな
ら、何故グリア細胞aFGFと神経細胞aFGFが同時
に検出できないかは、今のところ謎である。おそら
く、両者の細胞内におけるaFGFの存在様式が異な
るためかも知れない。この問題に関して、aFGFは細
胞外へ分泌されるのに必要とされるシグナルペプチ
ドを持たないにもかかわらず、実際に培養細胞系で
は分泌現象が証明されること、さらにはaFGFの膜
組み込み型受容体があることなど、未だ解明されて
いないaFGFの細胞内での存在様式の秘密に関わ
る可能性があり、興味深い。たとえば、今回得られ
たモノクローナル抗体Mab676のエピトープを決定
することにより、この間題に対するアプローチが可
能となると期待され、今後の重要な研究課題となろ
う。
ラット脳・脊髄におけるaFGF含有ニューロンの分
布様式
aFGF含有ニューロンの分布様式に関するポリク
力　達
ローナル抗体を用いた研究は、既に報告されてい
る8)18)。しかし、 aFGFに対するモノクローナル抗体
を用いてイムノアッセイや生理学的実験に応用した
報告はあるものの、免疫組織化学に適用し神経細胞
局在に焦点をあてて検索したのは本研究が最初であ
m
これまでのポリクローナル抗体によるaFGF免
疫陽性ニューロンの分布様式に関する知見8)18)は、
今回の研究でも全て確認することができた。すなわ
ち、大脳皮質・大脳基底核・視床・視床下部・中脳・
脳幹・小脳および脊髄など特定の諸核における分布
様式である。これら特定の諸核におけるaFGF分布
の特徴として、本論文でも例示した動眼神経核など
の脳神経運動核および脊髄前角運動ニューロンにお
ける局在から、アセチルコリン神経に共存すること
が指摘されている8)18)。このアセチルコリン神経と
の共存関係は脳・脊髄においてかなり普遍的な現象
と思われ、たとえば内側中隔核・対角帯核・無名質
(マイネルトの基底核) ・線条体・淡蒼球・大脳皮質
などのコリン作動性神経の存在部位にほとんど例外
なくaFGFが分布する。しかし、両者の共存関係を
精密に2重標識法などにより体系的に検討した論文
はまだなく、今後の研究課題の一つになると考えら
れる。コリン性運動ニューロンのほかに第一次感覚
ニューロンにおける共存関係も指摘されている8)が、
この点も今回のモノクローナル抗体を用いて確認で
きた。さらに、他の神経伝達物質系ニューロンにお
ける共存関係として注目されるのは、ノルアドレナ
リン性の育斑核、セロトニン性の縫線核群およびド
ーパミン怪の異質撤密質の細胞群である14)17)。この
ような、特定の伝達物質作動神経系にaFGFが選択
的な局在を示す生理的意義は、まだ不明である。
上記のaFGF含有ニューロンの分布に加えて、モ
ノクローナル抗体Mab676を用いることにより、新
たな陽性神経細胞グループの存在が明らかとなった。
すなわち、本論文で例示した喚球・頭頂葉皮質・側
頭葉皮質など以外にも、扇桃体内側核・上乳頭体核・
下オリーブ核に散在性の分布が認められた(論文準
備中)。脳内aFGF含有細胞のmRNA発現をin
situハイプリグイゼ-ションで検索した報告7)と免
疫組織化学による今回および既報の研究結果8)18)と
を比較すると、概ね免疫染色で強く染まる細胞集団
ではmRNAの検出が可能であるが、弱い免疫活性
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をもつ場合には脳切片内mRNAの検出は成功して
いない。この差異は両技法のもつ検出感度の差異に
よるものと考えられ、今回の研究で新たに見出され
たaFGF含有ニューロンに関しても、 mRNAレベ
ルでの情報はまだない。今後、分子生物学的な方法、
例えばポリメラーゼ連鎖反応を用いるmRNA増幅
法による検証が必要と考えられる。
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